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biologickym cielom platinovych cytostatik je DNA v jadre nadorovych buniek.
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Ciele prace

1)
2)
3)
4)

5)

Zhromazdit najnovsie data tykajuce sa Studovanej problematiky.

Spracovat’ literarnu reSers§ na dané téma.

Studovat’ vplyv komplexu 1,3-DACH na filamentaciu Escherichia coli.

Na zéklade ziskanych vysledkov stanovit’, ¢i je DNA biologickym cielom tejto
latky.

Vysledky studie zrovnat’ s datami pre d’alsie kovové komplexy v odbornej

literature.



1. Uvod

Nédorové ochorenia patria k civilizacnym chorobam, ktoré sa v poslednych rokoch
vyskytuju Coraz Castejsie. K lieCbe nadorovych ochoreni sa v klinickej praxi vel'mi Casto
vyuzivaji chemoterapeutikd na baze platiny ako je cisplatina a jej analogy. Vo vacSine
pripadov ma liecba mnoho vedl'ajsich u¢inkov a nie je trvacna. Vyvoj novych lieCiv

sa preto zameriava na chemické zluceniny, ktoré maji malé vedl'ajSie ucinky pri
zachovani rovnakého alebo lepsieho terapeutického efektu. Vd'aka tomuto vznikaja nie
len nové latky na baze inych tazkych kovov ale stale je aktualna aj syntéza a vyskum
novych komplexov platiny. Protinadorové ucinky zluc€enin platiny pouzivanych

v klinickej praxi spocivaju v interakcii lieciva s DNA v jadre rakovinovych

buniek, ktora je spojena s nasledujucou biologickou odpovedou na vzniknuta
modifikaciu DNA a moéze viest’ az k vyvolaniu programovej smrti nadorovych buniek.
Mechanizmus interakcie lieCiva s DNA nie je totozny pre vSetky komplexy platiny.
Jeden z experimentov, ktorym sa da preukazat, ze biologickym ciel'om je DNA, je
sledovanie vplyvu danej latky na filamentacny rast u baktérii Escherichia coli. Ked
pouzita zluCenina inhibuje delenie buniek no nie ich rast, prerastaju bakterialne bunky
do dlhych filamentov. Filamentécia je jeden z prvych indikatorov, ze biologickym

cielom zluceniny je DNA.



1. Teoreticka ¢ast’

1.1. Platinové komplexy s protinadorovym ucinkom

Platina sa nachadza v desiatej skupine periodickej tabulky medzi prechodnymi
kovmi. Platinové komplexy maju biologické vlastnosti, vdaka ktorym sa mozu radit’ aj
k u¢innym chemoterapeutikdm proti nddorovym ochoreniam. NajznamejSim
protinadorovym lie¢ivom na baze platiny je cisplatina (cis-diammindichloroplatnaty
komplex, cDDP). Schopnost cisplatiny potlacovat’ delenie bakterialnych buniek objavil
Barnett Rosenberg z Michiganskej $tatnej univerzity. Studoval vplyv elektrického pol'a
na rast baktérie Escherichia coli pomocou platinovych elektréd (Rosenberg er al., 1965,
Rosenberg et al.,1980). Do nadoby s prislusnymi baktériami a zivnym roztokom
obsahujucim amonne soli umiestnil elektrody zapojené do elektrického pradu.

V takomto prostredi doslo elektrolyzou materialu platinovych elektréd k vzniknutiu
zluCeniny, ktora sposobila zastavenie delenia bakterialnych buniek, no bez inhibicie ich
rastu. Dochadzalo k uvol'iovaniu platiny do roztoku chloridu aménneho, s ktorym
nasledne reagovala za vzniku aktivnych komplexov (NH4)2PtCls. (Rosenberg et al.,
1999). Vysledky tohto objavu podnietili vedeckti komunitu k d’al§iemu vyskumu
cisplatiny, testovanim na nadorovych bunkéch a naslednym klinickym testom. Vd'aka
vybornym vysledkom uvedenych testov sa stala cisplatina a nasledne aj jej analogy

ustrednymi potencialnymi zlu€eninami pre lieCbu nadorovych ochoreni.

Cisplatina je neutralny komplex s planarnou strukturou (Obr. 1, 2).
Aminoskupiny st naviazané silnou koordinanou viazbou na centralny atom platiny,
ktora sa nachadza v II oxidacnom stupni. Medzi atobmami chloru a platiny je vdzba
slabsia, o moze viest k ich nahradeniu nukleofilmi. Vo vodnych roztokoch a na svetle

sa rozklad4 na menej ucinné komplexy.
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Obrdzok 1: Vzorec cisplatiny (Roseberg, 1999) Obrdzok 2: 3D Strukturny vzorec cisplatiny
(https://en.wikipedia.org/wiki/Cisplatin)
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Obrovska uspesnost’ pri klinickych testoch vyvolala vel'ky predaj tohto
cytostatika. Jej pouzitie sa zial vztahuje najméa na lieCbu nadorov organov pohlavného
ustrojenstva a to semennikov a vaje¢nikov, d’alej mocového mechura a malignych
nadorov krku a hlavy (Kostova, 2006). Prave jej malé spektrum posobnosti je jednym
z hlavnych nevyhod tohto lieku (Perez, 1998). Medzi najrozsirenejSie typy rakoviny
patri rakovina pfs, podzaludkovej zl'azy a kolorektalny karcinom. Tieto malignity
bohuzial’ vykazuju prirodzenu rezistenciu voci liecbe s vyuzitim cisplatiny (Brabec at
Kasparkova, 2005). DalSou z nevyhod su jej vedlajsie uginky. Najéastej§im z nich je
nefrotoxicita. Cisplatina poskodzuje tubularnu funkciu obliciek, ¢o vedie ku klesnutiu
hladiny magnézia a znizenej Gi¢innosti glomerulalnej filtracie. Medzi vedl'ajSie ucinky
d’'alej patri myelotoxicita, teda naruSenie krvotvorby v kostnej dreni, porusenie
nervovych drah, periférna neuropatia a poskodenie sluchu (vypadky pre vysoké
tony; Adam et al., 2003). Potlacenie alebo asponl zmiernenie niektorych z vedl'aj§ich
ucinkov je mozné, no napriek tomu predstavuju komplikacie pri liecbe chemoterapiou
pomocou cisplatiny vyznamnu zat'aZ pre organizmus pacienta. Dalsim negativom je
mutagenny ucinok ¢asto vyvolany pri lieCbe cisplatinou, vd’aka comu mozu
v kone¢nom dosledku v tele vznikat aj d’alSie nadory. Rovnako zavaznym problémom
je taktiez asty vznik rezistencie nadorov na cisplatinu pri opakovanom podani. Vo
vacsine testovanych pripadov, bunky vystavené cisplatine aktivovali adaptacni
odpoved, ktora ich urobila menej citlivymi na antiprolifera¢né a cytotoxické ucinky
lieku a nakoniec doslo k obnove ich proliferacie vytvorenim rezistencie na liecivo.
Vel'ka Cast’ pacientov lieCenych cisplatinou je teda predurcena k recidive nadoru
a terapeutickému zlyhaniu (Galluzzi et al., 2014). Kvoli tymto dévodom je dolezité

vyvinut lieivo s men§imi neziaducimi u¢inkami.

Karboplatina (cis-diammin-(1,1-cyklobutandikarboxylato)platnaty komplex) je
biologicky aktivnym derivatom cisplatiny (Blommaert, 1995; Obr. 3, 4) Odvodzuje
sa nahradenim dvoch slabo viazanych chlorov cyklobutanodikarboxylatovym ligandom.
Ten vo vode disociuje pomalsie nez chlor v cisplatine. Dosledkom toho je vyssia
stabilita karboplatiny a teda menSia toxicita no zachovanie terapeutickych ucinkov.
Karboplatina ma nizsiu neurotoxicitu a nefrotoxicitu v porovnani s cisplatinou
(McKeage, 2000). Neziaducim ucinkom je vSak utlm krvotvorby, moze taktiez

sposobovat’ dermatitidu, mukozitu, alergické reakcie, zmeny chuti (Adam ez al., 2003).
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Obrazok 4: 3D Strukturny vzorec karboplatiny

(https://sh.wikipedia.org/wiki/Karboplatin)

Oxaliplatina ((1R,2R-diaminocyklohexan)oxalatplatnaty komplex) je d’alsim
analogom vzniknutym nahradenim chloridovych atémov a amoénnych i6nov oxalatovym
ligandom a diaminocyklohexanom (DACH Obr. 5, 6).Casto sa kombinuje s 5-

fluorouracilom a aktivnou formou kyseliny listovej. Tato kombinacia je uc€inna voci

N o J°

N &

Pt
. & %
/ N 0O
Hy (@)

Obrdzok 5: Vzorec oxaliplatiny (https.//en.wikipedia.org/wiki/Oxaliplatin)
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Obrdzok 6: 3D strukturny vzorec oxaliplatiny
(https://en.wikipedia.org/wiki/Oxaliplatin)

kolorektalnemu karcinomu. Oxaliplatina ma vS§ak negativny ucinok na
gastrointestinalny trakt a nervovu sustavu (Brabec er Kasparkova, 2005). Poruchy
nervovej sustavy mozu viest' k poskodeniu prehitania. Méoze dojst’ k nevolnosti

a zvracaniu. Tieto symptomy sa prejavuju akutne po vnutrozilnom podani a su dobre
ovplyvnitel'né sérotoninom (Adam, 2003). V porovnani s cisplatinou je jej u¢innost’
vySSia a toxicita voci oblickam nizSia. Nebola zistena krizova rezistencia s cisplatinou

a karboplatinou (Tashiro et al., 1989).

Nedaplatina, lobaplatina, heptaplatina su latky, ktorych mechanizmus
biologického ucinku je stale predmetom vyskumu (Obr. 7). V praxi sa pouzivaju
v Japonsku a Latinskej Amerike a nepouzivaju sa v Ceskej republike. Nedaplatina ma
na platinu naviazané rovnaké NHj3 ligandy ako cDDP a karboplatina no obsahuje
odlisnu odstupujucu skupinu. Lobaplatina a heptaplatina sa Struktirne priblizuju
oxaliplatine. OdliSuju sa odstupujucimi ligandami. Lieky obsahujuce tieto komplexy
maju menej zavazné vedlajsie ucinky. V organizme posobia necielene, Cize zasahuju aj
zdravé normalne bunky. Tento problém je spolocny pre vSetky vysSie opisané latky

(Hannon, 2007).
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nedaplatina lobaplatma LP-D1 hoptaplatlna

Obrazok 7: Vzorce nedaplatiny, lobaplatiny a heptaplatiny (Pizarro et Sadler, 2009)

1.2.  Molekularny mechanizmus tu¢inku cisplatiny

1.2.1. Vstup cisplatiny do organizmu a buniek

Cisplatina sa podava pacientom intravenozne v nereaktivnej forme. V krvnom
riecisku 'udského tela je vysoka koncentracia chloridovym i6nov (priblizne
100 mM), Cize chloridové ligandy hydrolyzuju v krvi ovel'a pomalsie ako v bunke, kde

je ich koncentracia podstatne nizsia.

V minulosti sa predpokladalo, ze cisplatina prenika do bunky pomocou pasivnej
diftizie. No novsie vyskumy naznacuju, ze cDDP moze byt do bunky transportovana
aktivne. Na tomto prenose sa podiel'aji prenasace medi ako napriklad Ctrl (copper
transporter 1; Howell et al., 2010), ktory udrziava homeostazu medi v organizme.
Predpoklada sa, ze cisplatina a med’ sa vyskytuju sucasne v bunke a prechadzaju cez ten
isty por (Jain et al., 2017). Po vstupe cisplatiny cez cytomplazmatickl membranu bunky

dochadza k odstupeniu jedného atomu chloru. Tato zmena sa deje na zéklade zmeny

[Cl]=104mM / [Cl]l=4mM N

[
[ Passive '_
diffusion NH., /0
—_
\Hydrolysis NH; cl
Active species

DNA
damage
repair by
MER

Endocvtosis_

Arrest at5 & Gy/M phase

\ J

Obrdazok 8: Schéma transportu cisplatiny do bunky (Jain et al., 2017)

14



i6novej sily prostredia a vedie k vytvoreniu monoakvaformy cisplatiny. Nasledne
komplex putuje cytoplazmou k miestu terapeutického uc¢inku a dochadza k odstupeniu
aj druhého chloridového ligandu za vzniku diakvaformy. T4 je kladne nabita a preto je

vysoko reak¢éna so zaporne nabitou molekulou DNA v jadre bunky (Obr. 8).

1.2.2. Ciel'ové miesto cisplatiny

K prvym indikatorom, ze biologickym cielom cisplatiny je DNA v jadre bunky
patria vyskumy, ktorymi bol zisteny filamentaény rast baktérii E. coli. Dalsim
ukazovatel'om je lyza buniek E. coli obsahujucich bakteriofaga A , ktoré boli oSetrené
cisplatinou. Tuto reakciu sposobuju interakcie DNA s DNA poskodzujucimi
substanciami v dosledku ¢oho sa inhibuje bunkové delenie v lyzogénnych baktériach
(Johnston et al., 2013). Pocas iného vyskumu sa pomocou radioaktivne oznacenych
prekurzorov zistilo, ze cDDP inhibuje syntézu DNA (Elizabeth et Lippard, 1999).
Prostrednictvom d’alSieho vyskumu bolo sledované mnozstvo naviazanej platiny
v HeLa bunkach a bolo porovnané pre rézne biomakromolekuly. Vysledky vykazovali
22 naviazanych platinovych atomov na 1 molekulu DNA. Pri molekule RNA sa
mnozstvo naviazanych platinovych atdomov lisilo vzh'adom na druh RNA a to r6znym
pomerom atémov platiny k typu RNA. Pri mRNA to bol 1 atoém Pt k 1 molekule
mRNA, 1 atom Pt k 30 molekal rRNA a 1 atom Pt na 1500 molekul tRNA (Pascoe et
Roberts, 1974).

Experimentalne bolo potvrdené, ze dominantna cielova Strukttra pre platinové
cytostatikd je DNA. Viazu sa koordina¢nou vazbou a menia Struktiru DNA tak, ze uz
d’alej nie je mozné replikovat DNA bunkovym aparatom. PoSkodenie mdze byt tak
vyznamné, ze vedie k aktivacii proapoptickych signalnych drah a k bunkovej smrti
(Maltsumoto et al., 1997).

Pri reakcii s molekulou DNA dochéadza najprv k elektrostatickym interakciam
medzi zaporne nabitym fosfatovym skeletom a kladne nabitym platinovym
akvatovanym komplexom (mono- aj diakvaforma). Cisplatina sa prednostne viaze na
dve bezprostredne susediace baze v jednom retazci DNA (Hemminki et Ludlum.,
1984). Kovalentne sa viaze cez odstupujuci ligand vody na dusik v pozicii 7 (N7)
purinovych bazi (adenin a guanin). Vytvori sa monofunkcény adukt cisplatiny na DNA.
Okrem monofunk¢nych aduktov mézu vznikat aj bifunk¢né adukty a to v pripade
stérickej blizkosti druhého ligandu a reaktivnej pozicie na heterocyklickej bazi. Takto

mozu vznikat vnutroretazcové (IAC- intrastrand-crosslink) alebo medziretazcové
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Obrdzok 9: Typy aduktov tvorenych cisplatinou. (a) medziretazcovy mostik,
(b) vmutroretazcovy mostik 1,2-d(GpG), (c) 1,3-GXG-vnutroreZazcovy
mostik (Gonzalez, 2001)

(IEC- interstrand-crosslink) mostiky (Mattern ef al., 1982, Obr. 9). Vytvorené adukty
sposobuju lokalnu denaturaciu, vysledkom ¢oho je deformacia DNA. Pod touto
deformaciou rozumieme ohyb a rozvinutie DNA, ¢o spdsobuje blokaciu replikacie

a transkripcie. Aj samotny adukt platiny predstavuje prekazku pre polymerazu co
prispieva k blokacii replikacie. Pokial nie je dané poSkodenie opravené, smeruje tato

bunka k apoptoze.

1.2.3. DNA adukty cisplatiny

Cisplatina tvori DNA adukty, ktoré vedu ku konformacnym zmenam v DNA.
Najvyskytujacejsi vnutroretazovy mostik je 1,2-GG a 1,2-AG (Obr. 10). Dochadza
k lokalnemu rozvinutiu helixu 0 9-11°. Os helixu sa ohne smerom k velkému zliabku
priblizne o 60°. Maly zliabok helixu sa stava plytsim. Celkovym ohnutim helixu sa
deformuju aj baze DNA. Vrtul'ovo sa skriicaju no zachovavaju si medzi sebou vodikové

vazby.
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Obrazok 10: 1,2-vnutroretazcovy mostik vytvoreny
interakciou cisplatiny a DNA (Takahara, P. M.;
Rosenzweig, A. C.; Frederick, C. A.; Lippard, 1995)

Platinové atomy st vytlacené z priestoru guaninovych bazi a vytvori sa sférické pnutie
(Jamieson et Lippard, 1999).

Dalsi z aduktov cisplatiny je 1,3-vnutroretazovy mostik d(GpNpG, Obr. 11).
Sposobuje rozvinutie o 19° a os helixu sa ohyba o priblizne 30 © smerom k vel'kému
zliabku (Fichtinger-Schepman, et al., 1985).

Mostik sa mdze vytvorit’ aj na protilahlych sekvenciach 5'-GC-3". V takomto pripade

hovorime o medziretazcovych mostikoch. Tie sa nachadzaju vo vnutri helixu
’
-
-~
~
!

TN,

Obrazok 11: 1,3-vnutroretazcovy mostik vytvoreny interakciou cisplatiny a
DNA, (Takahara, P. M.; Rosenzweig, A. C.; Frederick, C. A.; Lippard, 1995)
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Obrazok 12: Medziretazcovy mostik (Takahara, P. M.; Rosenzweig, A. C.; Frederick,
C. A.; Lippard, 1995)

a komplementarne baze, ktoré nie su zahrnuté v mostiku st vytla€ané von z helixu.
Vytvaraju sa tak deformacie prispievajuce k nepravidelnostiam DNA. Ovplyviiuju
aspon 4 okolité baze. V pripade, Ze cisplatina spdsobi vznik mostikov, a to vzdy
v malom zliabku, dojde k zmene na l'avotociva dvojzavitnicu (Jamieson ef Lippard,
1999). Mostik ohyba os zavitnice o 20-40° k malému zliabku a rozvija o 76-80°
(Fichtinger-Schepman ef Van der Veer, 1985).

1.2.4. Bunkova odpoved’ baktérie E.coli na cisplatinu

Existuje mnoho réznych druhov rakovin a kazda z nich ma iné vlastnosti a preto
je nepravdepodobné, ze by sa naSiel jeden liek na vSetky druhy. Z tohto dovodu je
ddlezité Co najlepsie pochopit’ molekularny mechanizmus zodpovedny za modulaciu
bunkovej odpovedi a tak optimalizovat’ nové terapeutické stratégie pre pouzitie
cisplatiny. Je niekol'’ko proteinov, ktoré rozpoznéavaju ohybanie DNA indukované
$pecifickymi aduktmi cisplatiny. Lézie DNA st rozpoznavané makromolekulami, ktoré
rozpoznavaju poSkodenia a mozu tieto chyby spdsobené aduktmi cisplatiny opravit.

V bunkéch E. coli sa ako odpoved’ na poskodenie DNA spust’a subor
neprepojenych génov vytvarajucich SOS drahu. Aktivacia uvedenej drahy moze

podporit’ prezitie buniek tym, ze sa zvysi hladina enzymov zodpovedajucich za opravu
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DNA. Regulacia tychto enzymov je sprostredkovana proteinom LexA, ktory pri
neposkodenej DNA udrzuje niz§iu hladinu opravnych enzymov (Little, Mount, 1982).
RecBCD je enzym E. coli potrebny k oprave dvojvlaknovych zlomov DNA pomocou
homologickej rekombinacie. Oprava zahriia kopirovanie neposkodeného vlakna
homolégnej sekvencie DNA a spojenie tejto kopie s poskodenym retazcom. Prvym
krokom je spracovanie DNA poskodenej aduktom tak aby sa vytvorili voI'né
3'-jednovlaknové chvosty (Kowalczykowski et al., 2000). K vytvoreniu
jednovlaknovych chvostov je potrebny vyssie spomenuty RecBCD a jeho interakcie

s oktamérnou sekvenciou nazyvanou Chi. Protein RecBCD je enzym, ktory patri

k ATP- dependentnym helikdzam uvoltiujicim a oddelujucim DNA a zaroveii aj
nukledzam, ktoré vytvaraju jednovlaknové zarezy v DNA (Singleton et al., 2004).
Enzym RecBCD sa viaze na zlomeny koniec dsDNA a rychlo uvolfiuje duplex
mechanizmom zavislym na ATP (Taylor, Smith, 1995). Takto rozvinuta DNA je
pripravena na opravu dvojvlaknovych zlomov (Chadhury e Smith, 1985). Rozvijanie
pokracuje a 3' koncové vlakno je kontinualne degradované endonukleazovou aktivitou.
Odvijanie pokracuje kym enzym nenarazi na Chi sekvenciu. Vtedy enzym RecBCD
,pretne” DNA a vytvori jednovlaknovy 3' ssDNA koniec (s Chi sekvenciou blizko jeho
konca), na ktory pripoji RecA protein. RecA katalyzuje invaziu 3' konca ssDNA ret'azca
vzniknutého v predchadzajucom kroku s donorovym duplexom za vzniku tzv. D-slucky.
Donorova DNA posobi ako templat pre syntézu ,,opravenej DNA (Dillingham et

al., 2003). Po invazii a vymene retazca DNA moze replikacia nastat’ z 3' konca invaznej
ssDNA. RecA ma tieZ bipolarnu aktivitu GiZe translokuje pozdiz oboch retazcov,
pricom kazdy z nich ma opacnu polaritu (Dillingham et al., 2008). RecB aj RecD maju
zahyby charakteristické pre DNA helikazy super-rodiny 1. C-koncova nukleazova
doména je pripojena dlhym flexibilnym linkerom k proteinu RecB. V aktivnom mieste
nukleazy sa nahradza nativny horcikovy i6n vapenatym ionom. RecC protein je
doskovy skelet, okolo ktorého je RecB zabaleny. Ma taktiez tri kanaly prechadzajuce
cez neho a to velky kanal viazuci RecB a dva mensie kanaly pre kazdy paralelny DNA
koniec (Dillingham et al., 2003). Po ukonceni oprav DNA musia bunky vypnut SOS
drahu kvoli zamedzeniu mutagenézy spdsobenej opravnym systémom nachylnym

na chyby (Walker et al., 1985). Draha tychto proteinov poméha tolerovat’
medziretazcové spojenia v DNA sposobené mutagénmi ako cisplatina alebo UV

ziarenie (Keller et al., 2001). Ked'’ze SOS odozva moze byt zapnuté aj vypnuta, uloha
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RecBCD moze spocivat’ vo vrateni bunky do stavu bez indukcie tejto odpovedi (Lloyd
et Thomas, 1982). Tento enzym je taktiez zapojeny do viacstupiiového systému oprav
a jeho deficit moze spOsobit pretrvavajuce poskodenie ako zlyhanie replikaénych

vidli¢iek (Goodman et al., 2000).

1.2.5. Opravy DNA po poskodeni cisplatinou

Oprava jednovlaknovej DNA sa deje troma exciznymi opravami a to
nukleotidova excisna oprava (NER), oprava chybného parovania DNA (MMR)
a bazova excizna oprava (BER). NER je opravny mechanizmus, ktory odstraiiuje
objemné poskodenie DNA sposobené okrem cisplatiny ale aj napr. UV svetlom. To
indukuje v DNA adukty a to naymé cyklobutanovy pyrimidinovy dimér a 6,4-
fotoprodukty. Odstranenie cyklobutanového diméru pomocou NER bolo prvykrat
popisané u Escherichia coli (Setlow et Carrier, 1964). NER ucinne organizuje

odstranenie DNA 1¢ézii viacstupiovym systémom (Kisker et al., 2013).

Proces NER je vysoko konzervativny a mdzeme ho opisat’ v niekol'kych
krokoch: detekcia poskodenia, incizia, excizia a ligacia DNA. Pri prokaryotickych
organizmoch a u baktérii st do opravného procesu zapojené proteiny UvrABC
(Obr. 15). V pripade, ze dojde k zastaveniu RNA polymerazy v mieste poskodenia
DNA platinovym aduktom ako prvé sa posSkodenie zisti pomocou UvrA proteinu, ktory
pracuje v sucinnosti s UvrB. Polymeraza moze byt z miesta uvol'nena pomocou TRCF
faktora (transcriptional repair coupling factor), ktory nasledne pomaha usmernit UvrAB
masinériu k poskodenému ciel'u. UvrA obsahuje dve domény viazuce ATP (Domény 1
a 2). Prva doména obsahuje dodatocné inzercie a to jednu zodpovednu za viazbu UvrB
a druht zodpovednu za viazbu na DNA (Timmins et al., 2009). UvrA sa viaze pomocou
tychto inzercii k DNA a nésledne k UvrB a vytvara komplex detekujuci poskodenie
DNA. Poskodenie kontroluje UvrB (Kisker et al., 2013), ktory oddel'uje dva retazce
DNA aby sa overila poloha 1ézie. UvrA sa uvoltiuje z molekuly DNA. UvrB vytvori
tesné lesenie pre UvrC protein obsahujuci dve nukledzové domény Stiepiace
fosfodiesterové vazby (Kisker er al., 2013).Vytvori sa komplex UvrBC. UvrC je
zodpovedny za §tiepenie nukleotidov na kazdej strane poSkodenia DNA (Verhoeven et
al., 2000). Komplex UvrBC je nahradeny posobenim UvrD a DNA polymerazy, ktoré

spolocne odstrafiujii poSkodenie sposobené UvrC. DNA polymeraza dosyntetizovava na
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zaklade komplementarneho vlakna DNA medzeru, ktora vznikla pdsobenim
proteinového komplexu UvrBC (Caron et al., 1985; Husain et al., 1985). Poslednym
krokom je uzatvorenie novo vytvorenej opravovanej oblastt DNA ligazou

(Kisker et al., 2013).

UvrA
A1 nm asctr B1 Zn2 asc2 B2

. ui | I

B Bkec ATPase motits  [] [insertion domains
[IN-terminal domain  FlLinker region  [1C-terminal domain

Obrazok 13: Domény UvrA proteinov prevzaté z Croteau et al.,2006

UvrA je prvy zo 4 proteinov v kaskade NER. Je pociatoénym senzorom
poskodenia. Afinita UvrA pre neporusSenti DNA je len dvoj- az patnasobne nizsia ako
afinita pre poskodeni DNA (Croteau et al., 2006). UvrA patri do skupiny
ATP-viazucich super rodin ATPaz , ktoré spajaja hydrolyzu ATP s roznymi bunkovymi
funkciami ako kondenzéacia chromozoémov, oprava DNA (Doolittle et al., 1986; Junop
et al., 2001). Protein UvrA je zlozeny z dvoch polovic oddelenych linkerovou oblast'ou
(Croteau et al., 2006, Obr.13). Sekvencnou homologiou a mutacnou analyzou bola
odhalena pritomnost’ dvoch zinkovych prstov typu C4 a dvoch ATP viazbovych
ATPazovych domén (Doolittle ez al., 1986). Kazda doména ATPazy obsahuje motiv
Walker A a Walker B oddeleny intervenujucimi sekvenciami. Pred kazdym Walker B
motivom je charakteristicka signalna sekvencia, Leu-Ser-Gly-Gly. Vo vnutri
intervenujucich sekvencii Walker A a Walker B st dva zinkové prsty (Croteau et al,
2006). UvrA vsak nevykazuje ziadnu sekvencne §pecificka vazbu na DNA. Viaze sa a
rozpoznava Siroku Skalu porach DNA (Zou et al., 2002).

B B8c ATPase motits  [] Dinsertion domains
ON-terminal domain  [JLinker region  [JC-terminal domain
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Obrazok 14: Domény UvrB proteinov prevzaté z Croteau et al.,2006

UvrB interaguje so vSetkymi zlozkami systému: UvrA, UvrC, UvrD, DNA
polymerazou a DNA. Je rozhodujuci pri druhej fazy rozpoznavania skdd. Podiel'a sa na
overovani §kod a zostava naviazana na DNA. Vytvara pre-incizivny komplex, ktory je
rozpoznavany UvrC (Croteau et al., 2006). UvrB sa sklad4 z piatich domén

oznacCovanych ako la, 1b, 2, 3, 4 (Obr. 14). Tento protein je klasifikovany ako Clen
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helikazovej rodiny (Machius et al., 2000). Aktivuje sa v pritomnosti UvrA, poSkodenej
DNA alebo pri §piralovitom vinuti domény 4 UvrB (VanHouten ef al.,1988). Aktivita
ATPazy UvrB je spojena s vel'mi obmedzenym odvijanim DNA vytesnenim do 22
nukleotidov v zavislosti od teploty topenia DNA (Gordienko et.al.,1997). UvrB
nepouziva domény na skenovanie pozdiz retazca, ale pouziva ich na rozpoznavanie
deformacie DNA v miestach 1ézii, ¢o ul'ah¢uje rozpoznavanie a inciziu UvrC
(Croteau, et al., 2006).

Protein UvrC je najmensi zo Styroch Uvr proteinov a obsahuje dve odlisné
katalytické miesta. UvrC katalyzuje aj 3'aj 5" incizie. Kazda z tychto incizii sa
uskutocriuje pomocou odlisného katalytického miesta, ktoré sa moze inaktivovat
nezavisle na seba (Verhoeven e al., 2000). C-koncova doména UvrB interaguje s UvrC
(Hsu et al., 1995). Delécia tejto domény rusi inciziu sprostredkovanu UvrABC.
Interakcia medzi doménou 4 a UvrC je nevyhnutna pre 3 inciziu ale nie pre
5'(Moolenaar et al., 1995). Dal§im znakom tejto domény je pritomnost’ len jedného
16nu kovu v aktivnom mieste koordinovaného kyselinou glutamovou a piatimi
molekulami vody (Hsu et al., 1995). Reakcia UvrC s DNA zacina hydrolyzou Stvrtej
alebo piatej fosfodiesterovej vazby na 3 konci. Nasleduje incizia na 0smej
fosfodiesterovej vizbe na 1ézii 5 konca.

UvrD je helikéaza patriaca do skupiny SF1 (superfamyli 1) a mé Sirokospektralnu
ulohu pri opravach chybného parovania, replikacii, rekombinécii a NER (Dillingham
2011). UvrD je zlozeny zo Styroch domén a to 1A, 1B, 2A, 2B. Hydrolyza ATP
umoziuje translokaciu komplexu UvrD v smere od 3" k 5'na jednovlaknovej DNA
prostrednictvom $piraly 1B UvrD (Ahn, 2000). UvrAB stimuluje aktivitu helikazy
UvrD pri Stiepeni Specifickom pre UvrD (Atkinson et al., 2009). Syntéza
komplementarneho vlakna DNA vyzaduje posobenie UvrD aj polymerazy 1. DNA
polymeraza nevie pristupit’ pokial sa neodstrani UvrC. UvrC sa odstrafiuje pomocou

UvrD (Husain et al., 1985).
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Obrazok 15: Kaskddova reakcia UvrABC systému (Reardon,
Sancar, 2001)
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Excizna oprava je ovplyvnena aj naviazanim regulacnych proteinov na DNA,
zhutiiovanim do chromatinu, replikaciou, rekombinaciou a transkripciou. Transkripcia
stimuluje exciznu opravu aj u l'udi aj u E. coli (Bohr et al., 1985, Mellon et al., 1987).
Transkripcia je spojena s NER transkripénym-opravnym faktorom (TRCF) koédovanym
mfd génom (Selby et al., 1991). Transkripény faktor ma helikazovy motiv a funguje ako
translokaza na RNA polymerazu (Park et al., 2002). TRCF rozpoznava pozastavenu
RNA polymerazu ako aj UvrA v komplexe UvrAB. Sucasne uvoltiuje polymerazu
a nabera UvrAB komplex na mieste 1ézie. Po dodani UvrAB do miesta 1ézie,
transkripény faktor oddisociuje (Sancar et al., 2004).

Dalsi typom opravy je mechanizmus opravy chybného parovania MMR. Okrem
rozpoznania chybného parovania, sa MMR proteiny podiel’aju aj na rozpoznani
poskodenia DNA sposobeného chemoterapeutickymi ¢inidlami ako cisplatina,
karboplatina (Massey et al., 2003). MMR opravuje chyby vzniknuté pri syntéze DNA,
¢im napomaha k udrzaniu stability genomu. Defekty v MMR oprave ¢asto vedu
k vzniku rakoviny (Lynch et al., 2009). MMR modze sprostredkovat’ aj mutageneticitu
chemoterapeutik ako cisplatina. Okrem korekcie post-replika¢nych chyb, MMR
rozpoznava aj 1ézie sposobené alkylacnymi Cinidlami (akym je aj cisplatina), ktoré
sposobuju nespravne sparovanie, najma T/G. No draha MMR nie je schopna opravit
tieto 1ézie. Pretoze MMR nahradza bazu oproti aduktu cisplatiny a adukt zostava
nedotknuty (Lippard et al., 1996). Pretoze sa MMR nepodari 1éziu opravit’ uplne, draha
sa spusti znova, ¢o vedie k marnemu cyklu. Tento neustaly postup opravovania moze
viest k vytvoreniu dvojvlaknovych zlomov a k aktivacii signalizacnych faktorov
poskodenia DNA, veducich k spusteniu apoptozy (Rocha et al., 2018). U baktérii E. coli
je poskodené miesto rozpoznané proteinom MutS. V eukaryotickych organizmoch je
nutny MutSa k oprave chybne sparovanych baz a ku vkladaniu jedno-bazovej delecnej
slucky a MutSP opravuje pomocou jedno- alebo multi-bazovej inzercnej delecnej slucky
(Kunkel et al., 2005). MutS vykazuje vazbovu aktivitu voci poskodenej DNA
chemoterapeutikami ako cisplatina (Sedletska et al., 2005).

N-koncova ¢ast MutS rozpoznava chybné pary v DNA, zatial’ co C-koncova cCast’ je
zodpovedna za oligomerizaciu (Lamers et al., 2000, Obmolova et al., 2000).
HMG (,,High mobility group®) proteiny sa selekéne viazu k DNA modifikovanej

cisplatinou. Vyskytuju sa vo velkom pocte v jadrach eukaryotickych buniek. Su
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sucast’'ou vytvarania vysoko organizovanych Struktir v chromatine (Reeves, Adair,
2005). Proteiny obsahuju HMG box, ktory umoziuje viazbu k DNA. Existuju dve rodiny
HMG proteinov. Prva skupina s jednym boxom a druhé skupina s dvoma a viacerymi
boxami. Viazu sa selektivne k 1,2-d(GpG) IAC a 1,2-d(ApG) IAC cisplatiny ale
neviazu sa k 1.3-d(GpNpG) IAC a monofunkénym aduktom cisplatiny (Donahau et al.,
1990). Protein sa viaze na DNA v malom zliabku a ohyba dvojzavitnicu (Wu et al.,
2003). HMG sa pevne viaze na adukty a tak brani ich odstraneniu opravnymi

mechanizmami bunky (Ohndorf et al., 1999).

1.3. Dalsie mozné ciele cisplatiny

Mnohé vyskumy naznacuju, ze DNA nie je vyhradnym cielom vsetkych
platinovych komplexov. Pre ich farmakologické a toxikologické vlastnosti su dolezité aj
iné biomolekuly ako RNA, fosfolipidy, peptidy a proteiny (Wang et al., 1996). Bolo
napriklad publikované, ze len 10 % cisplatiny z celkového mnozstva podaného lieciva
sa naviaze na DNA a zvyS$ok lieiva je naviazaného na rozne proteiny a molekuly RNA
(Akaboshi et al., 1992). Boli taktiez Studované modely interakcii medzi cisplatinou
a nukleotidmi (Lippert, 1999). Purinové nukleotidy st pritomné v bunkach
a vykonavaju rozne funkcie. Bolo preukazané, ze Taq DNA polymeraza mdze
inkorporovat platinovany dGTP nukleotid vytvarajuc platinovani DNA (Benedetti et
al., 2008). Cisplatina sa viaze aj na pyrimidin cCMP (cyklicky cytidinmonofosfat)

a vytvara makrochelatovy komplex s pyrimidinovymi N3 dusikmi a fosfatovymi
O atomami (Oswald et al., 1998).

V in vitro podmienkach bolo taktiez zistené, ze cisplatina vykazuje vyssiu vizbu na
RNA v bunkach l'udského cervikalneho karcinomu HeLa (Pascoe et al.,1974). Dalsimi
testami bolo potvrdené, Ze cisplatina vo vodnych roztokoch reaguje rychlejSie s RNA
ako s ssDNA (Papsai et al., 2008). VySssia vdzba cisplatiny na RNA v porovnani s DNA
bola potvrdena aj u kvasiniek Saccharomyces cerevisiae (Hostetter et al., 2012).
Cisplatina tiez reaguje s tRNA (Osborn et al., 2014) a platinacia tRNA u E. coli vedie
k inhibicii aminoacylacnej reakcie (Papsai et al., 2007). Okrem naruSenia transla¢ného
mechanizmu inhibiciou aminoacyla¢nej reakcie mozu interakcie cisplatiny a RNA
prispievat’ k toxickym a terapeutickym uc¢inkom prostrednictvom modulacie RNA
procesov ako RNA zostrih (Schmittgen ez al., 2003) ¢i RNA interferencia (Hedman et

al., 2003). Cisplatina sa viaze na Specifické sekundarne a tercialne Struktirny RNA
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a nasleduje tvorba medzisietovych vézieb a pre-rRNA agregatov s vy$Sou molekulovou
hmotnostou (Danenberg et al., 1991). Taktiez inhibovala zostrih 'udskej mRNA
kodujucej beta-globiny v jadrach HeLLa buniek (Schmittgen ef al., 2003). Ukazalo sa, ze
platinécia interferujucej siRNA, zapojenej do post-transkripcného uml¢ania génu, ma za
nasledok znizenie aktivity siRNA a tym aj znizuje umlciavanie expresie génov
(Hedman et al., 2003).

Cytochrom c sa radi medzi malé proteiny pouzivané ako experimentalne
modely. Hemoproteinovy cytochrom c je normalne umiestneny v mitochondridlnom
medzimembranovom priestore, kde je zapojeny do elektronového transportu (Ow et
al., 2008). Aplikovanim cisplatiny na cytochrom c¢ sa vytvara monoadukt (Zhao et
al., 2009). Je narusena konformacia a lokalne zlozenie cytochromu platinaciou
primarneho vdzbového miesta (Zhang et al., 2012).

Dalsim ciel'om cisplatiny su aj zinkové prsty, vd’aka ktorym sa proteiny viazu na
DNA a reguluju génovu expresiu. Cielom je aj zinkovy prst nachadzajici sa v doméne
DNA polymerazy A. Tento enzym je vel'mi dolezity pre presnu syntézu genetickej
informacie. Styri tiolové skupiny z cysteinovych zvyskov koordinujt atém zinku
v zinkovych prstoch. Cisplatina reaguje s ionom Zn** postupne a nahradza tak Zn>* ion
v prste. Reakcia medzi zinkovym prstom a cisplatinou je rychlejsia ako medzi
cisplatinou a DNA. To znamen4, Ze by zinkové prsty mohli byt cielom cisplatinovych
liekov. Cisplatina meni §trukturu DNA polymerazy A, ¢im blokuje replikaciu DNA
a sposobuje bunkovu smrt’ (Makovec et al., 2019).

Aktin je najrozsirenejsi protein vo vel'a typoch I'udskych buniek. Polymerizacia
aktinového monoméru (G-aktin) a depolymerizacia filament6zneho aktinu (F-aktin)
patri k zakladnym molekularnym procesom. Tieto procesy ovplyviiuji morfologiu,
transport a cytokinézu. Cisplatinou oSetrené vzorky inhibovali polymerizaciu
G-aktinu na F-aktin (Wang et al., 1996). Poskodenie F-aktinu cisplatinou v tubularnych
bunkach spdsobilo stratu stresovych vlakien, nasledné oddelenie buniek a apoptozu
(Kruidering et al., 1998). Cisplatina meni konformaciu F-aktinu z alfa helixu na B-list
(Zeng et al., 1997).

Fosfolipidy a membranové proteiny patria k hlavnym zlozkam bunkovych
membran. Preto patria k prvym Struktaram, ktoré pridu do styku s lie¢ivom.
Experimenty s fosfolipidmi vo forme velkych unilamelarnych vezikual preukazali vazbu

cDDP na negativne nabitu kyselinu fosfatidovu, fosfatidylglycerol, fosfatidylserin,
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fisfatidylinozitol a kardiolipin. NajCastejSia vdzba bola pozorovana za najvysse]
koncentracie pozitivne nabitych akvatovanych foriem cisplatiny, ¢o poukazuje na
dolezitost elektrostatickej interakcie medzi pozitivne nabitymi komplexami platiny

a negativne nabitymi fosfolipidmi. Reakcia fosfatidylglycerolu vo forme vezikul

s cDDP zvysila teplotu prechodu medzi gélom a tekutinou. Nasledkom je spevnenie
bunkove] membrany (Speelmans et al., 1996). Zmena membranovej fluidity ovplyviiuje

fungovanie buniek Co prispieva k cytotoxicite cisplatiny (Baritaki et al., 2007).

1.4. Komplexy na baze d’alSich tazkych kovov

Ako bolo uz povedané, liecba chemoterapeutikami na bazy platiny bezne
pouzivanymi v klinickej praxi je spojend s mnohymi nevyhodami a neziadicimi
ucinkami na organizmus pacienta. Preto je snaha vyvinut latky s lep§imi
protinadorovymi u¢inkami bez nevyhod spojenych so sucasnou liecbou. Pozornost’ sa
teda upriamuje najmé na d’alSie komplexy kovov. Medzi biologicky uc¢inné komplexy
patria najmé zliCeniny titdnu, ruténia, medi, zlata, osmia a rodia. (Ott et Gust, 2007).
Tieto prvky sa radia k prechodnym a patria do bloku "d". Su zaradené do skupin III-XII
periodickej tabul'ky (Pattan ef al., 2012). Maja jedine¢né vlastnosti, medzi ktoré patri
kolisanie naboja. Tieto prvky sa teda na zaklade prostredia alebo v koordina¢nych
zlu€eninach mozu vyskytovat’ vo forme kationu, ¢i bez naboja. Vo vodnom roztoku
tvoria pozitivne nabité i0ny, ktoré sa mozu viazat' na zaporne nabitu DNA (Frezza et
al., 2010). Kovové komplexy mozu agregovat’ do §irokej Skaly koordinacnych
geometrii, ktoré im dodavaju jedinedny tvar. Dizka, uhol vizby a koordinaéné miesto sa
liSia v zavislosti od typu kovu a jeho oxida¢ného stavu (Haas et al., 2010). Existuju
rozne formy interakcie medzi kovom a ligandom. Zvycajne vedu k tvorbe komplexov,
ktoré su jedinecné. Prechodné prvky kovov maju Ciastocne naplneny d orbital, preto
maju variabilny pocet elektronov v plasti a teda aj elektrické a magnetické vlastnosti
(Haas et al., 2010).

Jednym z kovov, ktoré by mohli byt zakladom sl'ubnych antineoplastickych
lieciv je titan. Jedna sa o kov hojne vyskytujuci sa v zemskej kore. Titan sa radi
k netoxickym kovom s historickymi zmienkami o terapeutickej aktivite, vratane
nadorov. Jedna z prvych kovovych zltcenin so slubnymi protirakovinovymi
vlastnostami bol titanocén dichlorid (Kopf ef al., 1979). Uginnost’ tejto latky bola

preukazana na mySich modeloch s tumormi rézneho povodu (Tarillion et al., 1997).
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Titanocén dichlorid bol G€inny aj na bunkach rezistentnych na cisplatinu (Kurbacher et
al., 1995) a jeho najvicsia vyhoda spociva v nizsej toxicite pri in vivo testoch u¢innosti
na l'udsky plucny karcinom (Gerlach er Kopf-Maier, 1986). Po sl'ubnych vysledkoch
primarneho testovania bola latka podrobena klinickym skuskam. Tie vSak odhalili
obmedzenu ucinnost voci nddorom réznych typov a vyrazné sprievodné vedl'ajsie
ucinky lie¢by u pacientov (Mross et al., 2000).

Komplexy ruténia patria po cisplatine k najviac skimanym komplexom
s moznym vyuzitim v klinickej praxi vd’aka ich nizSej toxicite a slubnym
antiproliferacnym ucinkom. Vysledky mnohych §tudii naznacuju, ze cielom celej rady
tychto komplexov je rovnako ako u latok na baze platiny DNA v jadre nadorovych
buniek. Vd'aka oktaédrickej Strukture niektorych komplexov ruténia (II a III), m6zu
tieto latky v porovnani s klinicky vyuzivanymi platnatymi komplexami s planarnou
Struktirou tvorit s DNA nové typy interakcii (Clarke ez al., 1993). Vykazuji mensie
toxické ucinky v porovnani s konvencne pouzivanou cisplatinou a ucinkuju aj
v nadorovych bunkach rezistentnych na cisplatinu (Coluccia et al., 1993). Jeden
z prvych ruténiovych komplexov, ktory bol testovany na protinadorovy ucinok bol
komplex fac-[Cl3(NH3)3Ru]. Bol schopny inhibovat proliferaciu linie leukemickych
buniek s rovnakou mierou ako cisplatina (Clarke ez al., 1993). Ruténium patri do
rovnakej skupiny ako zelezo a preto vykazuje vel'mi silnu afinitu k transferinu. Prijem
sprostredkovany transferinom je ucinnejsi, ked’ je tranferin nasyteny zelezom. Nadorové
bunky prijimaju viac zeleza, transportovaného transferinom, kvoli ich rychlemu deleniu
¢o zabezpecuje dostatocné nasytenie a ucinnejsi prijem zluceniny bunkou. Ruténiové
komplexy sa akumuluju v bunke aj vd’aka tomuto transportnému mechanizmu (Pongratz
et al., 2004).

Med’ je dalsim prvkom nevyhnutnym v 'udskom tele pri mnozstve biologickych
procesoch a pouzivanym pre syntézu novych latok s potencidlnym protinadorovym
ucinkom (Santini et al., 2014). Komplexy medi vykazuji v porovnani s cisplatinou
rozdielnu cytotoxicku u¢innost’ voci l'udskym nadorovym bunkam a maju zrejme
odlisny mechanizmus biologického ucinku (Palma et al., 2014). Spektrum vlastnosti
komplexov medi sa rovnako ako aj u d’al§ich tazkych kovov meni v zavislosti od typu
pripojeného liganda. Bolo zistené ze niektoré komplexy medi mdzu napriklad
napodobniovat’ superoxid dizmutazu. To je dolezity antioxidacny enzym chraniaci

bunky pred poSkodenim radikalovymi superoxidami prostrednictvom ich dizmutacie na

28



netoxické molekuly (Khalid ez al., 2013). V ramci in vivo §tadie s med’natymi
komplexami bolo objavené, ze tieto latky vykazuju zvySenu cytotoxicitu na l'udskych
nadorovych bunkovych linidch v porovnani s konvencnymi lie€ivami na baze platiny
a predovSetkym vysoku selektivitu pre nadorové bunky (Shokohi-pour et al., 2015).

Dalsim prvkom vyuzivanym pri vyvoji potencialnych novych liegiv proti
rakovine je zlato. Behom poslednej dekady bolo pripravenych mnoho foriem
komplexov zlata s ligandami chloru, bromu, siry alebo fosforu s cytotoxicitou
preukazanou na nadorovych bunkéch (da Silva et al., 2014). Vicsina tychto komplexov
zlata mala vyrazny vplyv na bunkové linie rezistentné voci cisplatine. Bolo preukazané
ze komplexy zlata v oxidacnom stupni tri maju sl'ubné cytotoxické vlastnosti, ktoré sa
prejavuju protinddorovym mechanizmom lisiacim sa od cisplatiny a to indukciou
apoptdzy cez mitochondrialnu disfunkciu (Zou et al., 2015).

Dalsim z kovov vyuzivanych pre navrhy a pripravu novych latok, ktoré by mohli
byt pouzité ako chemoterapeutika je osmium. Komplexy osmia, ako napriklad
[(® -p-cym)Os(phen)C1]PFs, hydrolyzujii pomalsie v porovnani s cisplatinou
a reaktivita zavisi na ligandoch naviazanych na centralnom atome osmia rovnako ako
u vSetkych komplexov s inym tazkym kovom ako centralnym atomom (Peacock et
al., 2007). Zvacsa maju osmiové komplexy iné ciele nez je DNA no cielom niektorych
osmiovych zlucenin je jadrova DNA. VysSie uvedend latka tvori monofunkéné adukty
na DNA, ktoré vedu k inhibicii transkripcie. Vyraznym rozdielom je skutocCnost’, ze
komplexy osmia s arénmi neohybaju DNA. Poskodenie spociva vyhradne v rozvinuti
DNA (Kostrhunova et al., 2008).

Metalové komplexy rodia vykazuju preferenénu aktivitu v bunkéch deficitnych
na opravu nespravneho parovania. Prvé §tadie, ktoré boli vykonané v in vitro
podmienkach preukazali, ze sa komplexy viazu na zle sparovanii DNA s vysokou
afinitou (Jackson et al., 1999). Vd'aka metodam kryStalografie sa odhalila , inzercia“
komplexu rodia A-Rh(bpy)a(chrysi)**, ktorého ligandy sa vkladaju priblizenim k DNA
zo strany malého zliabku. Ligand je vkladany na miesto obsahujtice nesuladné baze,
priom sa vytla€aju zle sparované pare baz do vel'kého zliabku. Toto vloZenie méa za
nasledok konformaéné zmeny v blizkosti inzercie (Zeglis et al., 2009). Dochadza
k stérickej zrazke medzi pomocnymi ligandmi a cukro-fosfatovou kostrou DNA (Barton
et al., 1986). Cukro-fosfatova kostra DNA sa mierne otvara aby sa do nej umiestnil

stéricky expanzivny ligand v mieste zle sparovanych baz (Zeglis et al., 2009).
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VytlaCenie zle sparovanych baz vedie k velkej 1ézii, ktora sa da 'ahko rozpoznat’ in vivo
metodami molekularnej biologie. Této 1ézia je pravdepodobne zodpovedna za
selektivnu bunkovu smrt’ v bunkach, ktoré nemaju opravny mechanizmus zle
sparovanych bazi. Zistilo sa, ze enantiomér (A-Rh(bpy)2(phzi)**) rodiového komplexu
spomenutého vysSie sa taktiez viaze na zle sparované bazy ¢o naznacuje, ze biologicka
aktivita tohto komplexu je spojena s vdzbou na poskodent DNA (Zieglis et al., 2009).
Pocas in vivo §tadii bolo preukazané ze oba zmienené komplexy inhibuju rast buniek

s poskodenim DNA. Po dlhSej inkubacnej dobe si komplexy cytotoxické a indukuju
nekrézu v testovanych bunkach (Ernst et al., 2011). Schopnost’ komplexov zamerat’ sa
len na poskodené bunky je pre ne Specifickd. Bezne pouzivané chemoterapeutika
nerozpoznavaju poskodené a zdravé bunky, co vedie k vzniku celej rady neziaducich
vedlajsich ucinkov (Carethers et al., 1996).

Protirakovinova aktivita mnohych koordinacnych komplexov na bazy platiny
vychadza z ich schopnosti poskodit DNA, vplyvom vzniku roznych typov
zosiet'ovacich vézieb a z naslednej biologickej odpovedi na uvedené poskodenia
veducich k smrti nddorovych buniek (Johnson et al., 1989; Cohen et Lippard, 2001;
Brabec, 2002). Komplexy na baze inych tazkych kovov ako aj platinové zluceniny
potencialne vyuzite'né v protinadorovej terapii, mézu mat’ podobny mechanizmus
ucinku ako cisplatina a jej analogy, kde je DNA taktiez ich farmakologickym ciel'om.

S vyvojom novych komplexov su v§ak identifikované aj odlisné spdsoby mechanizmu
interakcie tychto latok s DNA a ich uc¢inku v porovnani s konvencnymi cytostatikami aj

d’alSie mozné biologické ciele pdsobenia danych zlucenin.
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2. Material a metody
2.1. Biologicky material

Escherichia coli K12 CCM 7929 z Ceskej kolekcie mikroorganizmov (CCM).

2.2. Chemikalie :

Kvasnicovy extrakt LP0021 (Sigma-Aldrich), trypton (Sigma-Adrich), chlorid
sodny (Penta), hydroxid sodny (Sigma-Aldrich), deionizovana voda

2.3. Pouzty material, pristroje a softwér
pH meter, autoklava Tuttnaver, bakterialna kl'ucka, trepacka, lichovy kahan,

spektrofotometer Synergy Mx od firmy Biotek, Software Gen5; Quick Photo Camera
3.2; GraphPad Prism (Prism Software), invertovany mikroskop NIB-100 (Mikro)

2.4. Metody
2.4.1. Kultivacia baktérii

Na elektronickej vahe bolo odvazené 5 g kvasnicového extraktu, 10 g chloridu
sodného (NaCl) a 10 g tryptonu. Po odvazeni bolo pripravené LB médium z vyssie
uvedenych chemikalii, ktoré bolo doplnené na 10 ml deionizovanou vodou. Médium
bolo prenesené na magneticki miesacku nachadzajucu sa v digestoriu. Po dokladnom
pomieSani bolo zmerané pH média pomocou nakalibrovaného pH metru. Médium malo
hodnotu pH 6,7. Pozadovana hodnota pre médium mala byt rovna priblizne
tfyziologickym podmienkam (7,5). Hodnota pH sa upravovala pomocou 5 mol/l roztoku
hydroxidu sodného (NaOH). Vysledné pH média bolo 7,48. Takto pripravené¢ médium
bolo rozliate do Styroch sterilnych erlenmayerovych baniek, ktoré boli prikryté
hlinikovou foéliou. Nasledne bolo médium autoklavované pri 121 °C 20 minat.

V mikrobiologickom boxe bolo asepticky inokulované 25 ml LB média pomocou
vyzihanej bakterialnej kI'u€ky. Nasim kmeniom baktérii bola Escherichia coli K12 CCM
7929 z Ceskej kolekcie mikroorganizmov (CCM). Baktéria bola pred inokulaciou

v tuhom médiu vpichu. Hrdlo skimavky a baniek bolo pred prenosom vzdy osl'ahané

v plameni z kahana. Skimavka s E. coli bola uzavret4 a inokulované médium bolo
prenesené do trepacky nastavenej na 100 rpm a 37 °C. Baktérie boli kultivované cez

noc.
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2.4.2. Osetrenie baktérii testovanymi latkami

K oSetreniu bakterialnej kultary boli pouzité cDDP a 1,3-DACH
([Pt(1,3-diaminocyclohexan)Clz]). Ako prvé boli pripravené koncentrované roztoky
tychto. Tieto boli d’alej riedené kultivaénym médiom pre dosiahnutie vyslednych
koncentracii 90; 45; 22,5; 11,25; 30; 15; 7,5; 3,75 mol/l pouzitych pre oSetrenie baktérii.
Tieto vysledné koncentracie boli stanovené na zaklade predchadzajucich experimentov

s cDDP popisanych v odbornej literature.

Na viecko dosticky s 96 jamkami boli napisané vysledné koncentracie ucinnych
latok uvedenych vyssie. Merania boli uskutocnené pre koncentracie 90; 45; 22,5; 11,25;
30; 15; 7,5; 3,75 mol/l. Dalsia jamka bola oznacena ako blank, ktory obsahoval iba
meédium a nasledujica bola jamka s nulovou koncentraciou uc¢innej latky avSak
obsahujucou baktérie v zivnom médiu. Meranie sme opakovali triplicitne ako aj pre
cDDP aj pre 1,3- DACH. Do koénickej skimavky so §robovacim vieCkom bolo
napipetované automatickou pipetou 10 ml média a nasledne bolo pridané asepticky 100
ul kultary, ktora bola kultivovana cez noc. Nasledne sme napipetovali 100 pl €istého
média do kazdej jamky v 96 jamkove] doSticke okrem jamky Cislo 5, tam sme
napipetovali 200 pl nakol’ko sa jednalo o jamku s blankom. Cistou $pickou bolo
odobrané 100 pl ucinnej latky z koncentrovaného roztoku 90 mol/l a latka bola
napipetovana do prvej jamky. Obsah jamky bol jemne pipetou premieSany a bolo
prenesené z jamky Cislo jedna 100 ul do jamky cislo dva. Ta bola opétovne premieSana
a bolo z nej prenesené 100 ul do tretej jamky. Tento postup bol zopakovany aj pre Stvrta
jamku, no odobranych 100 pl bolo vyhodenych do biologického odpadu spolu so
$pickou. Nasledne bolo napipetované 100 ul bakterialnej kultury do vSetkych jamiek
okrem jamiek ¢islo 5. Tymto bolo dosiahnuté pozadované zriedenie u¢innych latok.
Jamka Cislo 6 bola kontrolna bez ucinnej latky na porovnanie pdsobenia cDDP a 1,3-
DACH na bakterialnu kultaru. Dosticka s jamkami bola prikrytd a bola zmerana jej
absorbancia pri vlnovej dizke 600 nm na spektrofotometri v ¢ase T = 0. Po odmerani
absorbancie pomocou softwéra Gen5 a ulozeni dat bola dosticka vlozena do trepacky,
ktora bola nastavena na 30 °C a 80 rpm. Merania absorbancie boli opakované kazdych

30 minut az po ¢as T = 330 min.

32



2.4.3. Pozorovanie baktérii a mikroskopia

Po odmerani absorbancie bola bakterialna kultara oSetrena ucinnymi latkami
inkubovana na trepacke (30 °C, 80 rpm) cez noc. Potom bolo na podlozné sklicko
prenesené 5 ul bakterialnej kultury z jamky s najvysSou koncentraciou (45 mol/l),
prikryté krycim sklickom a vykvapnuté bola nan kvapka oleja na imerzny objektiv.
Preparat bol vlozeny na stolCek a baktérie boli pozorované pri zvacSeni 100x. Pomocou
kamery pripojenej k mikroskopu a programu Quick Photo Camera 3.2 dodaného od

firmy Promicra bolo pozorovanie odfotené.

3. Vysledky a diskusia

Ulohou predlozenej prace bolo potvrdit, & je DNA biologickym cielom cDDP
a komplexu 1,3-DACH na zaklade pozorovania vplyvu tychto latok na delenia baktérii
E. coli, respektivne na ich filamentdzny rast. Mnozenie baktérii je pocCas tohto
experimentu najprv sledované v case, ked’ sa pomocou spektrofotometra meria hodnota
absorbancie pri optickej denzite ODgoo. Narast poctu baktérii spdsobi zvySeny
zakal média, ktory sa pri spektrofotometrickych meraniach prejavi ako stupajuca
hodnota absorbancie. Meranim ziskame rastovu krivku batérii, z ktorej je mozné
zhodnotit ucinok zlucenin na delenie baktérii. Baktérie ovplyvnené testovanou latkou
mozu rast’ pomalsie, o je mozné zistit' porovnanim vzoriek s neosetrenou kulturou.
V dalSej fazy experimentu je potom pomocou svetelnej mikroskopie sledovana indukcia
filamentozneho rastu pri vzorkach osetrenych testovanymi latkami (v naSom pripade

cisplatina a 1,3-DACH) a kontrolnou kultirou neoSetrenou ziadnymi zli¢eninami.
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Efekt testovanych latok na rast baktérii E. coli sme vyhodnocovali pomocou
udajov zo spektrofotometra. Exponencialne rastice baktérie boli oSetrené cDDP a 1,3-
DACH (90-3,75 mol/l). Cisplatinu sme pouzili ako pozitivnu kontrolu. So znizujicou sa
koncentraciou cisplatiny rastli aj hodnoty ODeoo, €o pripisujem mensiemu ucinku cDDP
na rast, mnozenie a delenie baktérii. Koncentracia cDDP 3,75 mol/l nevyvolala takmer
ziadny rozdiel medzi neoSetrenymi a oSetrenymi baktériami. Najvyssie spomalenie rastu

baktérii osetrenych cDDP nastalo pri koncentracii 30 mol/l (Graf €.1).
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Graf ¢. 1 Ucinok cDDP na rast baktérii E. coli pri koncentracii 30 -3,75 mol/l
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Pri komplexe 1,3-DACH bolo vidiet neskor§iu odozvu na spomalenie mnozenia
baktérii. Vyraznejsi rozdiel sme zaznamenali az pri Case T210 a to pri koncentracii
1,3-DACH 30 mol/l. Koncentracie 15 mol/l a 7,5 mol/l splynuli do jednej krivky
a napodobne splynula aj neoSetrena kontrolna kultira s najniz§ia koncentraciou
1,3-DACH 3,75 mol/l . Vyvodzujem z toho zaver, Ze najnizsia koncentracia 1,3-DACH
nemala Ziadny uéinok na delenie baktérii. Uspesné zastavenie delenia nastalo iba pri
koncentracii 1,3-DACH 30 mol/l. 1,3-DACH po zacati inhibicie rastu spdsobilo
stagnaciu rastu krivky (Graf ¢. 2). Pri porovnani oboch aktivnych latok a kontroly
mozeme vidiet', ze cDDP ma rychlejsi a vyssi ucinok na spomalenie mnozenia buniek

(Graf ¢. 3).
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Graf ¢ 2: Ucinok 1,3-DACH na rast E. coli pri koncentrdacii 30-3,75 mol/l
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Graf ¢. 3: Pozorovanie vplyvu na rast baktérii E. coli pri koncentrdcidch
c¢DDP a 1,3-DACH 30 mol/l a kontroly

Nakol'ko vysledky pre 1,3-DACH vykazovali pri pouziti vyssie uvedenych
koncentracii tohto komplexu niz§iu G€innost’ v inhibicii mnozenia v porovnani s
cDDP, baktérie sme oSetrili aj vy$Sou koncentraciu aktivnych latok (90-11,25 mol/l).
Znova bola pouzita cisplatina ako aktivna kontrola a kultura s nulovou koncentraciou

testovanych latok na porovnanie.

Graf €. 4 pre 1,3-DACH ukazoval uspe$né spomalenie mnozenia a delenia
baktérii pomocou tohto komplexu. Najucinnej$ia bola najvyssia koncentracia (90 mol/l).
Spomalenie mnozenia bolo, v porovnani s vyssie uvedenou koncentraciou v grafe €. 3,
intenzivnejSie a vyraznejSie pri zvysenej koncentracii. Rozdiel medzi nulovou

koncentraciou a oSetrenymi kultirami bol zretelny.
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Graf ¢. 4: Vplyv vysSich koncentrdcii 1,3-DACH (90-11,25 mol/l) na rast baktérit E. coli

Cisplatina pri koncentracii 45 mol/l ovplyviiovala mnozenie kultiry s najvacsou mierou.
Uginok sa dostavil uz od &asu Teo, kde sme mohli vidiet vyrazné odklonenie od hodnét
s nulovou koncentraciou. Baktérie pri koncentracii 90 mol/l sa nemnozili, o naznacuje
ze tato koncentracia bola privysoka a mohla spdsobit’ thyn bakterialnej kultary

(Graf €. 5). Na rozdiel od cisplatiny, koncentracia 90 mol/l 1,3-DACH sa neprejavila

ako privysoka a nespodsobila uplnt inhibiciu mnozenia baktérii vid’ graf €. 4
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Graf ¢. 5: Ucinok cDDP na rast baktérii E. coli pri koncentracii 90-11,25 mol/l
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Na d’alSie porovnavanie sme na zaklade vysledkov uvedenych vyssie vybrali
koncentraciu 45 mol/l 1,3-DACH a cDDP ako aktivnu kontrolu. Cisplatina aj nad’alej
ukazovala vys§iu inhibi¢nu schopnost’ pri mnozeni baktérii. 1,3-DACH komplex ukazal
zastavenie mnozenia no s nizSou mierou. Pri rovnakej koncentracii ukazuje cisplatina
vzdy vyS§iu inhibiciu delenia (Graf €. 6).
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Graf ¢. 6: Porovnanie ¢.2 45 mol/l cDDP, 1,3-DACH a neoSetrend kontrola
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Graf ¢. 7: Porovnanie cDDP; 1,3-DACH a kontroly, koncentrdcia 15 mol/l
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Pri porovnéavani koncentracie 15 mol/l sme nespozorovali vel'ky rozdiel medzi
aktivnymi latkami (Graf ¢. 7). Tieto vysledky ukazuju aké dolezita je spravna
koncentracia jednotlivych komplexov. Ich G€inok sa prejavuje az pri vyssich

koncentraciach.

Vd'aka vysledkom zo spektrofotometra sme ocakavali ispe§Snu indukciu
filamenta¢ného rastu v bakterialnej kulture oSetrenej cisplatinou a 1,3-DACH nakol'ko
obe spdsobili spomalenie delenia buniek. Filamentacny rast sme pozorovali v oboch
pripadoch. V pripade cisplatiny boli filamenty dlhé a zaznamenali sme ich pri velkom
potte baktérii. Filamenty mali dizku od niekol’ko desiatok mikrometrov aZ po mensie
predizené bunky. Pozorovali sme aj bunky, ktoré neboli filamentované a odpovedali
Standardnej vel'kosti, no v mensom pocte ako filamentované bunky pri oSetreni kultury
cisplatinou. Toto mohlo byt spdsobené spustenim opravnych mechanizmov v bunkach.
Z pozorovania vyvodzujem, ze cisplatina po 24 hodinach inkubécie uspesne indukovala

filamentacny rast buniek E. coli (Obrazok €. 16, 17).

Obrazok 16: Filamenty E. coli vzniknuté po aplikovani 45 mol/l cDDP1
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Obrazok 17: Filamentované bunky FE. coli vzniknuté po oSetreni 45 mol/l
cDDP

Komplex 1,3-DACH indikoval vac¢sie zachovanie delenia pri najvyssej koncentracii

v porovnani s cDDP. Preto sme predpokladali, ze pri pozorovani pod mikroskopom
budu zistené mensSie filamenty a vacsi pocet buniek, ktoré si zachovali svoju prirodzenu
vel'kost. Na obrazkoch ¢. 18 a 19 mdzeme pozorovat vel'mi dlhy filament, tiahnuci sa
cez cely obraz. Takychto buniek sme zachytili niekol’ko. Preto usudzujeme, ze komplex
1,3-DACH uspesne indukoval filamentagny rast. Zvy$né bunky boli predizené, no

s menSou mierou, o mozno pozorovat na obrazku ¢. 20. Taktiez sme mohli pozorovat
vacsi pocet buniek, ktoré mali svoju povodnu vel'kost’. Z tohto vyvodzujem, ze
posobenie komplexu sposobuje bunkam mensi stres a preto je indukcia filamentacie
mensia v porovnani s cDDP. Pre kontrolu sme spravili mikroskopické pozorovanie
kontrolnej kultiry neoSetrenej testovanymi latkami. Vo vzorkach boli najdené
zivotaschopné bunky E. coli prirodzenej velkosti. Kontrolu mézeme pozorovat’ na

obrazku ¢. 21.
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Obrazok 18: Filament E. coli vzniknuty po oSetreni bakteridlnej kultury
90 mol/l komplexu 1,3-DACH

Obrazok 19: Filament E. coli vzniknuty pri oSetreni bakterialnej kultury
90 mol/l 1,3-DACH
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Obrazok 20: Bunky E. coli po oSetreni bakteridlnej kultury 90 mol/l 1,3-DACH

Obrazok 21: Kontrolna neoSetrena kultura baktérii . coli
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Dodato¢ne sme testovali d’alSie dva platinové komplexy R-[Pt(1,1'-binaphthyl-
2,2'-diaminodichlorido)Cl;] (komplex 003: R-[Pt(DABN)CI])
a S-[Pt(1,1'-binaphthyl-2,2'-diaminodichlorido)Clz] (komplex 005: S-[Pt(DABN)CI2])
dodané od profesora Bednarski (Ernst-Moritz-Arndt University of Greifswald,
Nemecko). V studii publikovanej profesorom Bednarski a spol. bolo preukazané, ze oba
komplexy (003 a 005) sa uspesSne viazu na telaciu DNA no s nizsiu mierou ako
cisplatina. Taktiez zhodnotili, ze DNA je cielovym miestom pOsobenia tychto
komplexov (Sorensen et al., 2018). Nami namerané vysledky nepodporuju tieto zavery.
Meranie rastu bakterialnej kultiry oSetrenej komplexom 003 s koncentraciou
v rozmedzi 90-11,25 mol/l nepreukézalo takmer ziadny rozdiel oproti kontrolnej
kulture, ktora nebola oSetrena ziadnou zlu¢eninou. Teda usudzujeme, ze tento komplex
nema ziadny ucinok na rast a delenie baktérii E. coli (Graf ¢. 8). Komplex 005 taktiez
neukdzal signifikantni zmenu oproti kontrolnej neosetrenej kulture baktérii a to ani pri
koncentracii najvyssej pouzitej koncentracie 90 mol/l (Graf €. 9). Inhibicia delenia bola
pri komplexe 005 vacsia ako pri komplexe 003, no rozdiel medzi kontrolou
a komplexami bol omnoho mens$i ako pri cisplatine a komplexe 1,3-DACH pri tej istej

koncentracii 90 mol/l (grafy €. 4 a 5, vid’ vyssie).
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Graf ¢. 8: Vplyv komplexu 003 na rast bakteridlnej kultury E. coli pri koncentracidch
90-11,25 mol/l
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Graf ¢. 9: Vplyv 005 komplexu na rast bakteridlnej kultury E. coli pri koncentracidch
90-11,25 mol/l

Skutoc¢nost’, ze tieto komplexy (003 a 005) neindukuju filamentacny rast sme potvrdili
aj pozorovanim baktérii oSetrenych 45 mol/l tychto komplexov (Obrazok ¢. 22, 23)

a rovnaké vysledky boli dosiahnut¢ aj pri pozorovani vzoriek osetrenych najvyssimi
koncentraciami testovanych latok. Nakol'ko nami ziskané vysledky su v rozpore s vysledkami
zistenymi v Studii prof. Bednarski, usudzujem Ze komplexy maju odlisny ucinok na bakterialne
bunky E. coli a 'udsky karcinom lymfatickych uzlin testovany v spomenutej Stadii.
Mechanizmus uc¢inku komplexov 003 a 005 je odlisny od cisplatiny, ¢o mo6ze byt jeden

z dovodov preco boli komplexy pri bakterialnych bunkach neuc¢inné. Baktérie maji rozdielny
opravny mechanizmus DNA ako l'udské bunky vd’aka ¢omu sa bakterialne bunky s tymito
komplexami mohli vysporiadat” a tak nemali Ziadny ucinok na delenie a rast bakterialnej kultary

(Sorensen et al., 2018).
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Obrazok 22:Filament E. coli vzniknuty pri oSetreni bakteridlnej kultury
45 mol/l komplexom 003

Obrazok 23:Filament E. coli vzniknuty pri oSetreni bakteridlnej kultiry 45 mol/l
komplexom 005
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Cielom prace bolo pozorovat' ucinok komplexov cisplatiny a 1,3-DACH na
filamentacny rast baktérii E. coli a stanovit, ¢i je DNA biologickym cielom tohto
nového platinového komplexu. Filamenta¢ny rast bol pozorovany pomocou svetelnej
mikroskopie. Vzorky osetrené cisplatinou preukazali morfologickul zmenu baktérii
veducu k vzniku dlhych filamentov, ¢o koreSponduje so studiou zaoberajicou sa
efektom monofunk¢nych platinovych zlucenin publikovant Johnstonom a kolektivom
v roku 2014. Filamentacny rast nastava, ked’ je bunka vystavena stresu. Filamentacia je
vysledkom zastavenia delenia u tyCinkovitych baktérii no zvysné bunkové procesy
prebiehaju. Rast pokraduje ¢o spdsobi predizenie tychto buniek. Rychlost rastu sme
testovali meranim turbidity v priebehu Casu. Narast po¢tu buniek vo vzorkach
oSetrenych cisplatinu (45 mol/l) bol vyrazne nizsi ako narast po¢tu buniek v kontrolnej
vzorke bez akéhokol'vek komplexu. Tento udaj koreSponduje so v§eobecnou
schopnostou cDDP inhibovat’ delenie buniek a s jej protirakovinovymi t€inkami
(Johnstone et al., 2014). Zlucenina 1,3-DACH vyvolala pri rovnakych koncentraciach
menej vyraznu inhibiciu delenia. AvSak kultivacia pri najvyssej koncentracii 1,3-DACH
(90 mol/l) nepreukazala thyn baktérii ako cisplatina pri rovnakej vysokej koncentracii. Z ¢oho

vyvodzujem, ze 1,3-DACH spdsobuje mensi stres bunkam E.coli.
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4. Zaver

V bakalarskej praci sme sa zaoberali efektom nového platinového komplexu 1,3-DACH
na delenie a rast baktérii Escherichia coli. Pomocou merania rastovych kriviek

a svetelnej mikroskopie sme zistili, ze uvedeny komplex spdsobuje pri vysokych
koncentraciach spomalenie delenia bakterialnych buniek a vyvolava filamentdzny rast
baktérii. Dalej po zrovnani s literaturou usudzujem, e pravdepodobnym biologickym
cielom tohto komplexu je DNA nakol’ko filamenty boli dlhé a vyskytovali sa v celej
pozorovanej vzorke. Vzorky (bakterialna kultira E.coli) oSetrené cisplatinou, ktoré
sluzili na porovnanie, vykazovali pocetnejSie morfologické zmeny a vyraznejSiu
inhibiciu delenia baktérii. Tato skutocnost’ potvrdzuje, ze DNA je jej biologickym

cielom.
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5. Zoznam pouzitych skratiek

cDDP - cisplatina

DACH - diaminocyklohexan

Ctrl - control transporter 1; transportér medi 1

IAC - intrastrand crosslink; vnatroret azcovy mostik

IEC - interstrand crosslink; medziretazcovy mostik

RecBCD - enzym u baktérii spustajuci rekombinancné opravy DNA
NER - nucleotide excision repair; nukleotidova excizna oprava
MMR - DNA mismatch repair; oprava chybného sparovania baz
BER - base excision repair; bazova excizna oprava

UvrABC - multienzymovy komplex v baktérii E. coli

TRCEF - opravny transkripény faktor

HMG - high mobility group protein; protein s vysokou mobilitou
DMSO - dimetylsulfoxid

RP-HPLC - kvapalnéa chromatografia s reverznou fazou

LB médium - Luria-Bertanit médium
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